イセンカ ジョウヒ オヨビ スキルス イガン ニオケル ヘッジホッグ ケイロ ト ジョウヒ カンヨウ テンカン ケイロ ノ クロストーク ニツイテノ ケントウ by 太田 裕之
Crosstalk betweeen hedgehog and
epithelial-mesenchymal transition pathways in









イセンカ ジョウヒ オヨビ スキルス イガン ニオ
ケル ヘッジホッグ ケイロ ト ジョウヒ カンヨウ 















Crosstalk between Hedgehog and Epithelia1－meSenChymal Transition
Pathwaysin the Gastric Pit Cells andin Diffuse－tyPe Gastric
Cancers
（胃腺窟上皮およびスキルス胃癌におけるヘッジホッグ経路と上皮間
菓転換経路のクロストークについての検討）
主査　教授　　岡　部　英　俊
副査　教授　　小笠原　一　誠
副査　教授　　岡　田　裕　作
別紙様式3
論　文　内　容　要
（ふ　り　が　な）
氏　　　名
おおた　ひろゆき
太田　裕之
学位論文題目
CrosstalkbetweenHedgehogandEpitheliaL－meSenChymalTransition
PathwaysintheGastricPitCeJIsandinDiffuse－tyPeGastricCancers
（胃腺窟上皮およびスキルス胃癌におけるヘッジホッグ経路と上皮間菓転換
経路のクロストークについての検討）
＜研究の目的＞
ヘッジホッグ経路は広い生物種でよく保存され、胎生期のパターン形成、組織分化などにお
いて重要な役割を果たしているが、がんにおいてヘッジホッグ経路の恒常的な活性化が腫瘍
の進展に寄与するという報告が相次いでいる。一方、上皮細胞が間英系細胞へと分化転換す
るEpitheliaトmesenchymaltransition（EMT）は発生段階における原腸陥人や器官形成でみ
られる現象であるが、腫瘍の進展においても同様の分子メカニズムが働いていることが報告
されてきている。これらヘッジホッグ経路とEMT経路とのクロストークについて、現在まで
に、ほとんど報告はない。そこで胃癌の進展における両経路の役割、クロストークについて
検討した。
＜方法＞
胃切除標本を用いてマイクロアレイ解析を行った。ヘッジホッグ経路とEMT経路に関連する
遺伝子君削こついて胃切除標本を用いたRT－PCRおよび免疫組織染色による発現解析を行っ
た。ヘッジホッグ経路の特異的阻害剤であるシクロパミンで処理した胃がん細胞株およびマ
ウス胃培養細胞を用いて発現解析を行った。また胃がん細胞株を用いたsiRNAによるノック
ダウン実験およびマトリゲル浸潤検査を行った。
＜結果＞
マイクロアレイ解析により分化型胃癌と未分化型胃癌においてそれぞれ特徴的な遺伝子プロ
ファイルを得た。未分化型胃癌に特徴的な704の遺伝子リストには間菓系マーカーとされる
いくつかの遺伝子が含まれていた。胃切除標本でのRT－PCRおよび免疫組織染色により、こ
れらの間菓系遺伝子が正常胃粘膜の胃中庸部上皮においても発現していることを確認した。
さらにEMTregulatorであるSIPlとヘッジホッグ関連遺伝子、特にmodulatorであるSMO、
GL11の発現パターンに相関性を見出したため、シクロパミンを用いて胃がん細胞株およびマ
ウス胃培養細胞で阻害実験を行った結果、ヘッジホッグ経路の下流にSIPlを含むEMT
reguIatorが存在する可能性が判明した。また胃がん細胞株を用いたsiRNAによるGLl1およ
びGL12のノックダウン実験により、GL11の下流にEMTregulatorが存在することが判った。
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さらに胃がん細胞株を用いたsiRNAによるSJPlのノックダウン実験により、SIPlの下流に
他のEMTreguJatorであるSNAJ2やTWIST2が位置し、さまざまな間菓系で働く受容体を制
御していることが明らかになった。
正常胃粘膜では発現を認めず、胃がん細胞株において脱メチル化により強発現を認める遺
伝子をマイクロアレイ解析により得られた遺伝子リストから選抜した。そのうちMSX2　と
ELKlについて胃切除標本を用いたRT－PCRおよび免疫組織染色による発現解析を行った結
果、これらの遺伝子は正常胃粘膜においてはほとんど発現を認めないが、胃がん細胞におい
て発現を認めることを見出した。さらに胃がん細胞株へのMSX2およびELKlのSiRNA導入
実験により、強い増殖抑制効果を認めた。またシクロパミン処理した胃がん細胞株において
MSX2およびELKlの発現低下を認めた。これらの結果はMSX2とELKlがヘッジホッグ経
路の下流に位置し、がんに特異的な遺伝子として治療の標的となりうる可能性を示唆してい
る。
最後に未分化型胃癌におけるヘッジホッグ経路と　EMT経路の生物学的意義について検討
するため、マトリゲル浸潤検査を行った結果、SIPlのSiRNAによるノックダウン実験によ
り胃がん細胞株の浸潤能が抑制された。
・く考察＞
これらの結果は一般的に癌細胞が間菓系細胞の性質を獲得し、EMTが起こることで浸潤・転
移をきたすという概念とは異なり、もともと正常の胃中音部上皮はある種の間某の性質を有
しており、胃小駕部上皮を発生母地とするとされる未分化型胃癌の発生・進展過程において
も保持されていることを示唆する。またこの胃中音部上皮において発現を認める間菓系遺伝
子群はEMTregulatorにより調節を受けるが、そのさらに上流にヘッジホッグ経路が位置し、
EMTreguIatorのSIPlを介してその発現が制御されている可能性が示唆された。
またさらに、ヘッジホッグ経路の下流に未分化型胃がん固有に発現上昇を認める転写因子
MSX2およびELKlを同定した。これらの遺伝子は胃がんにおいてヘッジホッグ経路を阻害
する治療法のターゲット候補であり、脱メチル化によりがん固有に発現を認める遺伝子であ
る可能性が示唆された。
以上の結果はスキルス胃がんの発生・進展過程において、ヘッジホッグ経路がEMTやがん固
有の遺伝子を制御することにより重要な役割を果たしていることを示唆するものであり、こ
れらのシグナル伝達経路を阻害することによりスキルス胃がんの治療につながる可能性があ
ると考えられた。
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（学位論文審査の結果の要旨）
スキルス胃癌の進展におけるヘッジホッグ経路とEpithelia1－meSenChymaltransition
（EMT）の役割およびクロストークについて検討するため、胃切除標本やマウス胃培養
細胞、胃がん細胞株を用いて実験を行った。
一連の実験結果は、一般的に癌細胞が問菓系細胞の性質を獲得し、EMTが起こるこ
とで浸潤・転移をきたすという概念とは異なり、もともと正常の胃小駕部上皮はある種の
間葉の性質を有しており、胃小駕部上皮を発生母地とするとされる未分化型胃癌の発
生・進展過程においても保持されていることを示唆するものであった。
またさらに、ヘッジホッグ経路の下流にスキルス胃がん固有に発現上昇を認める転写
因子MSX2およびELKlを同定した。
本研究はスキルス胃癌の進展におけるヘッジホッグ経路とEMTの関与について証明
し、新たな治療法の開発に対する知見を示したものと考えられ、博士（医学）の授与に
値するものと認められた。
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